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MINISTERE OES AFFAIRES ECONOMIQUES 



Classif. Internal, 



Mis en lecture le: 



02 -05- m 



LE Ministre des Affaires Economiques, 



Vu la lot du 24 mai 1854 sur les brevets d'invention; 



au 



Vu le procds-verbal dresse" le 12 jativier ^ 84- 5 1^ 00 

Service de la Propriete industrielle 



ARRgTE : 



Article estdeiivre a la Ste dite : REGION WALLONNE representee par 
L'EXECUTIF REGIONAL WALLON 
Boulevard de l'Empereur 11, 1000 Bruxelles 

repr. par Mme M.-P. Botilde c/o Ministere de la Region 
wallohne, Service des Technologies nouvelles 
Place Josephine Charlotte, 5> 5^00 Jaufces 



t d'invention pour: Procede de preparation du derive 5 1 -O-triphosph- 
ryl-5-(3^allylaminobiotine) uridine et du derive 5'-0-tri- 
phosphdryl-2-desoxy-5-0-allylamiriobiotine) , uridine 



Article 2. - Ce brevet lui est d&lvre* sans examen pre'alabte, a ses risques et perils, sans ga- 
raniie soit de la re'alite, de ia nouveaute' ou du m&rite de i'invention, soit de l exactitude de la 
description, et sans prejudice du droit des tiers. 

Au present arrete demeurera joint un des doubles de la specification de I'invention 
(memoire descriptif et eventuellement dessins) signes par I'interesse et deposes a f'appui de 
sa demande de brevet. 



Bruxeiies, le 31 janvier 19 84 

PAR DELEGATION SPECIALE: 

Le Directeur / 




DEMANDE DE BREVET 
D' INVENTION 



POUR 



"Precede de preparation du derive 5' -0- triphosphoryl - 5 - (3 - allyl- 
aminobiotiiie) uridine et du derive 5' - 0 - triphosphoryl - 2' - desoxy - 
5 - (3 - allylantijiobiotine) uridine." 



DEPOSEE PAR: 



Region vrallonne, representee par 1 'Executif Regional 
Wallon, Boulevard de 1 'EnpeEeur, 11, 1000 BRUXELLES 



Cette invention a ete r£alisee a 1 ! University Libre de Bruxelles, Faculty 
des Sciences, D£partanent de Biologie nol§culaire, rue des Chevaux, 67, 
1640 Rhode - Saint - Gengse, Belgique f par Messieurs Alfredo Morals 
Cravador, Docteur en Sciences, Georges Huez, Chercheur Qualifi6 FNBS 
et Madaire Marie-Jose L?cencl€e en Sciences Chirniques. 
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1 Procedg de preparation du derivg 5'-0- triphosphoryl -5- 

(3-allylamLnobiotine) uridine et du derive 5 y -0- triphosptoryl 
-2 f - dfeoxy -5- (3-anylanrincfc^^ uridine , 

5 L 1 invention concerne un procSde de preparation du d£rive 5 f -0- 
triphosphoryl -5- (3-allylaminobiotine) uridine (en abr£viation 
Bio-OTP) et du d&rivg 5 1 -O-triphosptoryl -2'-dgsaxy-5-(3^allyl- 
aminobiotine) uridine, (en abreviation Bio-dOTP) obtenus par un 
proced§ de synthese sinplif ig. 

10 De tels derives de la biotine et de 1 'uridine triphosphate (OTP) 
ou de la desoxyuridine triphosjhate (dUTP) sont repr§sent6s par 
la formule gen&rale suivante. 
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Avec R et R' = OH pour le deriv6 de l'uridine et R = CH et R' = H 
pour le derive de la desoxyuridine • 

De tels analogues de nucleotides, (Bio-OTP et Bio-dOTP) qui peuvent 
25 etre utilis§s notanment ccrane marqueurs par inooxporatLondans des 

polynucleotides , trouvent de nanbreuses applications dans les recher- 
ches bionedicales et de reocmbinaisah g§n§tique. 
Le proced£ de synthase du Bio-OTP et du Bio-dUTP decrit par P.R. 
Langer, A.A. Waldrop. et D.C. Ward (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
30 78, (1981) 6633) fait appel a trois reactions successives. 

Dans une premiSre phase, l'uridine triphosphate (OTP) ou la desoxyuri- 
dine triphosphate (dOTP) est mis en reaction avec de 1' acetate mercu- 
rique pour dbtenir les derives respectifs 5-mercurique de 1 'OTP ou de 
la dOTP. 

35 - 



• • • 4 • » • • • ft«v« 

- 2 - 

1 Dans une deuxieme phase, les d£riv§s mercuriques de l'UTP ou 
de la dtZEP sont mis en reaction avec l'allylaraine en presence 
d'un catalyseur pour obtenir les derives 5-aUylantijKHITP ou 
dtfTP. 

5 Ces d€rives doivent §tre purifies en deux Stapes, d'abord par 

chranatographie sur oolonne DEAE Sephadex, ensuite par chranato- 
graphie liquide 3 haute performance. 

Dans une troisi&ne 6tape, les produits de reaction de la deuxi&ne 
phase sont mis en reaction avec 1' ester l^hydroscysucciiTiidique de 
10 la hiotine pour obtenir respectivenent le Bio-OTP et le Bio-dOTP. 

Le produit final est enfin purif i6 par chranatographie sur oolonne 
de DEAE Sephadex. 

Le schema de synthase dScrit ci-dessus nfioessite 3 reactions et 3 Stapes de 
purification mettant en jeu une fcnction triphosphate particulierement 

15 labile. II a des desavantages d'etre long, laborieux et sujet a 

degradation de par l 1 instability relative des intermedia ires mis en 
jeu. De plus, les caractSristiques structurales du produit final 
et du produit de la seoande phase dans le proc€d§ decrit, ne pentiet- 
tent pas une interpretation iirmSdiate en spectrophotanfitrle uv du 

20 resultat de la reaction car ces produits ont des spectres UV sembla- 
bles. 

La pr6sente invention a pour dbjet de remSdier Si ces divers incon- 
vSnients. Suivant l 1 invention, on prepare le d&rive 5' -0-triphos- 
phoryl - 5 (3-allylaminobiotine) uridine (Bio-OTP) et le derive 5' 
25 -0- triphosphoryl -2* d§soxy -5- ( 3-allylamiiKfciotine). uridine 

(Bio-dOTP) par la reaction, en presence d'un catalyseur, d'un deriv§ 
5-mercurique de l'^uridine triphosphate ou de la 2' -desoxyuridine 
triphosphate de formule g&ierale (I) . 




dans laquelle RetR' = OH pour le derive de 1' uridine, 
R = OH et R' - H pour le d€riv§ de la dgsoxyuridine, et R" = radi- 
cal choisi parmi l 1 acetate, le chorure r le nitrate, le perchlarate, 
l'acgtamide, le trinitrangthane, avec 1 1 allylami^biotine de formule 
ggngrale (H) . 
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L'allylaminobiotine de formule II est mis en reaction avec le deriv6 
mercurique de formule g6n§rale I en presence d'un catalyseur. 
Le catalyseur est choisi parmi le K^PdCl^, LL^dCl^, LiPdCl 3 , 
Pd(N0 3 ) 2 , PdfCXmtj)^ (R.F. Heck, J. Amer. Chaiu Soc. 90 (1968) 
5531). 

Le canposg roercurique de formule g6n6rale (I) est obtenu par la rSacri. 
tion de la S'-O-triphosphoryluridine ou de la 5' -0-triphosphoryl-2 ■ ~ 
dgscxyuridine de formule g&igrale (III) : 




R R' 



dans laquelle R et R" = OH pour le d§riv§ de I'uridine et R = OH 

et R' = H pour le d6rivS de la dSsoxyuridine, avec un ccnposS mercu- 

rique choisi paimi l'ac§tate, le chlorure, le nitrate, le perchlo- 

rate, l'acetamide, et le trinitrangthane nvercuriques. 

La r§action est rgalisfe dans un milieu tamponne k 50°C. 

Le produit de la reaction est isol§ par extraction et precipitation. 



L'anylaminobiotiiie de fonnule generale II est obtenue par la 
rSaction de 1 'ester N-hydroxysucciinidljque de biotine de fonnule 
g&ierale (IV) . 



avec I'allylamine. 

(J. Becker, M. Wilchek and E. Katchalski (1971) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 68, 2604) . 

L'exjerople donni ci-apr§s, qui ne limite en rien le precede de 
synthase faisant I'objet de la presente Invention, permettra de 
mieux catprendre l 1 invention. 

L'exeqple donn£ se r6f&re & l'abtention du Bio-dOTP. 
Preparation du deriv6 S-nercurique de la dUTP . 

On agite, par exenple, 4 h a 50°C une solution aqueuse d' acetate de 
sodium 0.1 M, pH 6, de desaxyuridine triP 10 nM, d' acetate mercuri- 
que 50 raM. On ajoute du chloruiede lithium jusqu'a une cxDncentratian 
de 0.17 M. La solution est extraite avec de 1' acetate d'ethyle. La 
phase acqueuse est precipitge avec de I'ethanol. Le pr£cipit£ est 
lave avec de I'ethanol et avec de lather digthylique. 
Pr§paxatifln de l'aJJylamirabiotine * 

A une solution de N-hydroxysurclniiiudebiotine (45rag, 0,13 mmol) 
dans la diitethylfonnamide anhydre (0 f 5 ml), on ajoute l'allylamine 
(15 mg, 0,26 mmol) . Ia solution est agit€e pendant 2h 3 20°C, puis 
concentrfe sous vide. Le rSsidu est recristallis6 dans l'isopropa- 
nol-ether anhydres* 

On a obtenu 35 mg de cristaux incolores. 
P : 162 - 163°C 
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Preparation du 5' -O-triphosphoryl (-5-ariyraialn'obiotine ) 
d6soxyuridine 

A une solution d'allylaminobiotine (2 mg, 0,01 mmol) dans 
1' acetate de sodium acqueux (0,1 M, pH 5, 0,8 ml) on 
ajoute le d6rivg 5-mercurique de la 2' -dgsoxyuridine 
triphosphate (I) (5 mg, 0,01 mmol) et ensuite le tetra- 
chloro palladate de potassium (2,3 mg, 0,01 mmol) en 
suspension dans 50 jal d'eau. Le melange est agit6 11 h 
a 20 °C, filtrg sur milipore ou centrifuge. Le surnageant 
est dgposg sur une colonne de Sephadex DEAE A25 de 2,5 ml 
et 61u§ dans un gradient lingaire 0,1 M J 0,9 M de bicar- 
bonate de triethylaromonium (TEAB, pH 7,5). 
Le produit Sluant en fin de gradient prgsente le spectre 
UV attendu (>>max = 240 nm, >>min = 265 nm, Xmax = 275 nm 
dans l'eau) et une puretS de^90% d'apr&s analyse par HPLC. 
Le d§riv§ ainsi obtenu a 6t§ introduit dans du DNA corres- 
pondant au g&ne de globine par nicktranslatlon. Le DNA 
ainsi substitu§ r§agit avec I'avidine fixSe fixSe sur 
colonne d'ultragel avec la mSme efficacitS que le produit 
obtenu par la mgthode antgrieurement connue, dScrite dans 
1' article de P.R. Langer et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA 78 (1981) 6633) . 

La m§me procedure de synthase peut Stre utilisge pour 
l'obtention du Bio-UTP. 

Comme avantages du proc§dS nouveau de synthase faisant 
l'objet de la pr§sente invention citons : 

- la rapidit§ et la simplicit§ ; 

- la diminution des risques de degradation des dgrivSs 
triphospohoryl§s qui ne sont engag§s qu'une seule fois 

dans une reaction et une fois dans une gtape de purification 

- l'obtention, aprds mercuration en une §tape, d'un produit 
final dont la structure permet une purification aisge en 
une seule §tape par chromatographic sur colonne de Sephadex 

- 1 1 identification facile du produit final car sa structure 
^lectrenique caractgristique se diffgrencie ais£nent par 
spectrophotometrie UV de celle du produit de d§part. 



Les derives 5' -O-triphosphoryl -5- ( 3 -ally laminobiotlne) uridine 
et 5* -0- triphosphoryl -2 ' -d£soxy~5- (3-allylaminobiotine) uridine 
obtenus sont utilises, notaitiuent ccstme marqueurs internes des 
acides nucleiques. 

Des possibilites d' applications sant, par exarple, I'isolement ou 
la mise en Evidence d'un RNA d'une espece bien dSfinie dans une 
population hgterog§ne de KNA, ou la mise en evidence de sequences 
de RNA ou de DNA par hybridation in situ ou apr§s transfert de oes 
nolecules sur filtre de nitrocellulose (Southern blot ou Northern 
blot) , ou encore I'isolement de FNA specifiques de protSines induites. 
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Revendications 

1 1 . Proc£d6 de preparation du d£riv6 5 1 -o-triphosphoryl -5- 

(3-allyXamino biotine) uridine et du d6riv£ 5 1 H>triphosphoryl 
-2 ' -ddsaxy-5- (3-ollylamindDiotine) uridine, caract£ris6 par la 
reaction, en presence d'un catalyseur, d'un d£riv€ 5^riercurique 

5 de 1 'uridine triphosphate on de la ddsoyuridine triptaophate de 
f onmile gen&cale I : 




dans laquelle Ret R' = OH pour le d£riv£ de 1 'uridine, R = CH 
15 et R 1 = H pour le d£riv<§ de la d^saxyuridine et R" = radical 

choisi parmi 1 'acetate, le chlorure, le nitrate, le perchlorate, 
V ac^tandde, le trinitrate thane, avec 1 'allylaininobiotlne de 
formule g6n6rale : II : 

0 

20 fi 
CH 2 =CH-CH 2 -NH-C- (CHj) f 

25 

? 2. proc6d£ de preparation du d6riv6 5' -O-triphosphoryl -5- 

(3-allylamino biotine) uridine et du d6riv6 5" -O- tripfoosphoryl 
-2'-d£saxy -5- (3-allylaminobiotine) uridine suivant la reven- 
dication 1 , caract£ris<* en ce que le caipos6 de f annule 

30 g6n£rale I est obtenu par la reaction de la 5' -0- triphosphryl- 
2'^scKyuridine de fonnule gdn&rale : 



• • • 
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10 dans laquelle RetR' = OH pour le d6rivg de 1" uridine et R = QH 
et R' = H pour le d6riv6 de la d£soxyur Mine , avec un compose' 
roercurique choisi parmi l'ac§tate, le chlcrure, le nitrate, le 
perchlorate, 1 'acetaraide, et le trinitrate thane mercuriques. 

15 3. Precede de proration du derive 5' -0- triptosphoryl -5- (3-allyla- 
minobiotine) uridine et du d6riv6 5' -0- triphospfaoryl -2'- dfeoxy 
-5- (3-aUylarainDbiotine) uridine suivant les revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que le canpose de formale II est obtenu par la 
reaction de 1' ester N-hydroacysuccimidique de biotine de formule 

20 ggngrale : 



0 



25 




it 

0 



30 

avec Pallylamine. 



4. Proc&Jg de proration du d&rivg 5 f -0- triphosphoryl -5- (3-allyl- 
aminobiotine) uridine et 5' -0- triphosphoryl -2'- d6soxy -5- (3- 
allylaminobiotine) uridine, suivant la revendication 1 caract^rise 
en ce que le catalyseur est choisi parmi le K2 PdCl4, Li2PdC14 r 
L1MC13, Pd (N03) 2 , Pd (OOOCH^. 

5. Derive 5' -O-triphospboryl -5- (3-allylaminotaotine) uridine et 5 1 
-0- triphosphoryl -2 1 - d£soxy -5- ( 3-anylaminobiotine) uridine, 
obtenus suivant les revendicatians 15 4, caractgrises en oe qu'lls 
sont utilises ccrnne raarqueurs internes des acides nucleiques. 



Bruxelles, le 12 janvier 1984 

M.F. BOTILDE 
Par procuration. 



